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論文内容の要旨 
【背景】 
糖原病 Ib 型（glycogen storage disease type Ib, GSDIb; MIM232220）は、glucose 6-phosphate（G6P）輸送に関与
する glucose-6-phosphate transporter（G6PT）遺伝子（NM_001467、11q23）の変異が原因で発症する先天性代謝異常症
である。GSDIb の病態は、glucose 6-phosphatase（G6Pase）系機能低下により G6P から glucose に変換することができ
ず、肝臓や腎臓に多量の glycogen が蓄積することによる肝腫大・腎腫大、周辺組織を圧迫することによる肝機能異常・












することで iPS 細胞を樹立した。樹立した iPS 細胞は未分化な iPS 細胞の特性である核/細胞質比の大きな細胞から成る
コロニーを形成し、アルカリフォスファターゼ陽性であった。また、多能性マーカーである内因性 SOX2、KLF4、MYC、OCT3/4、
GLIS1、NANOG、REX、GDF3遺伝子を発現し、表面マーカーTra-1-60、SSEA3 陽性であった。さらに、in vitroにおいて activin 
A濃度依存的な分化応答性を示し、低用量では外胚葉マーカーTUJ1、中用量では中胚葉マーカーFLK1、高用量では内胚葉
マーカーである SOX17を発現したことから分化多能性を有する細胞であることが認められた。これらの結果から、樹立し
た胚性幹細胞様細胞が iPS 細胞であることを確認した。 
2. 肝細胞への分化誘導 
樹立した iPS 細胞が GSDIb の病態を反映するモデルとして妥当であることを確認するために、その病態の主症状を示す
肝細胞の分化誘導を行った。iPS 細胞から肝細胞への分化誘導は、activin A を添加することで内胚葉へと誘導した後に
DMSO処理にて肝芽細胞、hepatocyte growth factor、dexamethasone、oncostatin Mにて肝細胞へと誘導した。分化ステ
ージの経過に伴い形態学的変化、及びマーカー遺伝子の発現上昇が認められた。肝細胞まで分化誘導することで多核敷石
状の形態を持つ肝細胞上皮様細胞が出現し、肝細胞マーカーである albumin の発現のみならず、薬物代謝酵素である
CYP3A4、1A2 等や糖代謝遺伝子 G6Pase 等の遺伝子発現が認められた。また albumin 分泌についても認められ、肝細胞機
能評価法のひとつである indocyanine greenの取り込み能・排泄能も認められた。 
GSDIb 患者では G6Pase 系機能低下により、細胞内糖代謝系が異常亢進することが知られているが、本研究にて樹立さ
れた iPS細胞についても同様に glycogen、G6P、pyruvate、lactate、lipid、ureic acidの蓄積を認めた。さらに誘導し
た肝細胞は glucagon負荷による G6P代謝遅延及び G6Pase の持続的発現上昇、galactose負荷により lactate蓄積上昇と




血液細胞への分化誘導方法は vascular endothelial growth factor にて中胚葉へと誘導し、thrombopoietin、
interleukin-3、stem cell factor にて血管芽細胞を形成し、granulocyte colony stimulating factor 存在下にて好中
球へと誘導した。分化ステージの経過に伴い形態学的変化、及びマーカーの発現が認められた。Day 23 までの分化誘導
において特徴的構造物（iPS-sac）の出現を確認した。これは FLK1を高発現した血管芽細胞由来嚢状構造をとり、その内
部に CD34+血管幹細胞が存在した。この内部細胞を Day 32まで分化誘導した細胞は造血系細胞遺伝子マーカーである PU.I、







GSDIb における知見として、好中球における主要な reactive oxygen species（ROS）産生タンパク質である NAD(P)H 
oxidase（Nox）2が活性化し、酸化ストレスの上昇に伴いアポトーシスが誘導される。しかし、Nox2活性化機構及び GSDIb
原因遺伝子である G6PT との関係性は明らかにされていない。そこで GSDIb に特徴的な症状である好中球減少症の原因に
ついて、好中球細胞膜に存在する Nox2の活性化機序の観点から検討を行った。 
 
3-1. GSDIb-iPS細胞の好中球分化に伴う Nox2発現 
本研究において終末分化した細胞は未分化な iPS細胞と比較し、Nox2コンポーネント遺伝子（gp91phox 、p47phox、Rac）
発現が有意に上昇した。また Pt-iPSNsにおいては Ct-iPSNsと比較し Nox2+細胞にて ROS産生が上昇することを確認した。 
 
3-2. GSDIb-iPS細胞の Nox2 活性化機構 
Pt-iPSNsに Nox2阻害薬を添加することで ROS産生量が減少したこと、及び分画した細胞膜を補酵素 NADPHと共存させ
ることで ROS 産生量が増加したことから、GSDIbにおける ROS産生は Nox2を介することを示唆した。また、protein kinase 
C （PKC）阻害薬共存下において ROS産生量が減少した。PKCは Nox2 アイソフォーム p47phoxを標的とし、リン酸化された




3-3. G6PT機能低下に伴う PKC活性化機構の検討 
GSDIb における G6PT 機能低下によって惹起される現象を、好中球発生段階における G6P 代謝変動の観点から検討を行




来する α-glycerophosphate から生合成される diacylglycerol 量増加を介した PKC 活性化が考えられる。G6P から
diacylglycerolの合成経路としては、G6Pは解糖系酵素により glycerol 3-phosphateを経て、diacylglycerolが生合成
される。また蓄積した G6P の代謝には解糖系のみならず、pentose phosphate 経路も働く。pentose phosphate 経路から







4. HL-60細胞由来 GSDIbモデルを用いた糖代謝に惹起される ROS産生機序の検討 
4-1. HL-60細胞由来 GSDIb モデルの作成 
ヒト骨髄性白血病細胞 HL-60 細胞を DMSO 処理により好中球へ分化後、G6PT 阻害薬処理を行い、GSDIb 好中球モデル細
胞を得た。この作成したモデルは骨髄から好中球へと分化するのに伴い経時的に ROS 産生が上昇、G6PT 未処置群と比較
して有意に上昇した。また前述した Nox2 及び PKC 阻害剤の存在下、その ROS 産生は有意に減少した。これらの結果は前
述の仮説を支持する。 
 
4-2. 糖代謝が及ぼす ROS産生への影響 
培地中 glucose 濃度の条件を変えて細胞を培養した結果、low-glucose 培地では、HL-60 細胞自身からの ROS 産生量が
減少したことから、glucose を反応開始の為の基質とする diacylgrycerol/PKC 経路を介することを示唆した。また、細
胞膜画分を NADPH と反応させることで glucose 濃度依存的に ROS 産生が上昇したことから、この glucose 濃度依存的な














細胞 HL-60 細胞をモデル細胞の系を作成した。また、糖原病 Ib 型患者より iPS 細胞を樹立し、好中球への分化系を確立
した。その糖原病 Ib 型 iPS 細胞由来好中球を用いて解析を行い、細胞内 G6P 蓄積からの解糖系亢進に伴う PKC 活性化、
Nox2複合体形成を介する酸化ストレス上昇やアポトーシス活性化が要因であることを明らかにした。 
公開発表会および個別面接時の質疑や審査委員のコメントを反映させ、博士論文に関し充分な改訂を行った。 最終試
験において博士論文内容について口頭発表させたところ、論文全体及び改訂部分について充分な説明を行った。また口頭
発表後に数々の質問を行ったところ、それぞれの質問に関して的確に返答をした。以上のことから、論文に関連した分野
について充分な知識を持ち、研究の背景や展望についても充分に理解していることが明らかとなった。知識・見識・能力
において博士号を授与するに充分な程度に達していると判断された。よって論文審査委員会では最終試験を合格と判定し、
教授・准教授で構成される論文審査会において報告したところ、合格が認定された。 
 
